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Schäden am Genom stellen eine ernsthafte Bedrohung  für  jede Zelle dar. Daher  ist es von 
entscheidender Bedeutung, dass die Zelle durch die Auslösung verschiedenster Signalwege 
schnell auf diese Schäden reagiert. Deren Aktivierung führt zur Rekrutierung unterschiedlicher 




genomischen  Brüchen  sucht.  DisA  ist  ein  homo‐oktameres  Enzym,  das  zyklisches  di‐AMP 
herstellt. Nach der Bindung an atypische DNA Strukturen wird die Synthese des zyklischen di‐
AMPs, welches als sekundärer Botenstoff wirkt, gehemmt, was die Sporulation unterbindet. 
Diese  Funktion  erfordert  eine  strenge  Regulierung  der  zellulären  Konzentration  durch 
Synthese,  Abbau  und  Export.  Zyklisches  di‐AMP  wird  hauptsächlich  durch  die 
Phosphodiesterase GdpP abgebaut. Der erste Teil dieser Arbeit behandelt die Synthese von 




wurde  gelöst.  In  dieser  Mutante  sind  in  der  zyklischen  di‐AMP‐Synthesedomäne  drei 
Argininreste  durch  Alanin  ersetzt  worden.  In  der  Struktur  ist  erkennbar,  dass  der 
Ausgangstunnel einen größeren Durchmesser aufweist, und somit die Wirkung der Mutante 
erklärt: Die drei Arginreste  verlangsamen die Diffusion des Produktes und wirken dadurch 
geschwindigkeitsregulierend.  Des  Weiteren  wurden  die  Strukturen  von  DisA  aus  drei 
verschiedenen  Spezies  gelöst  um  mit  Hilfe  der  evolutionären  Vielfalt  Rückschlüsse  auf 
mögliche  Regulationsmechanismen  zu  ziehen.  Verglichen  mit  der  3  Å  Struktur  von 
Thermotoga maritima zeigen die Kryoelektronenmikroskopiestrukturen des oktameren DisA 
aus  Bacillus  subtilis  bei  8,2  Å  und  Mycobacterium  tuberculosis  bei  8,6  Å  eine  erhöhte 
Flexibilität  in  der  Assoziation  eines  Monomers.  Diese  Ergebnisse  deuten  auf  einen 
Inaktivierungsmechanismus  von  DisA  durch  Disassemblierung  der Monomere  hin.  Parallel 
dazu wurde eine Kryoelektronenmikroskopiestruktur des zytosolischen Teils von GdpP bei 4,7 
Å  rekonstruiert  und  ein  vollständiges  Strukturmodell  basierend  auf  Modellen  homologer 
Domänen erstellt. Die Struktur zeigt eine tetramerische Organisation des Komplexes durch 
Dimerisierung  von  je  zwei  DHH‐Domänen  sowie  zwei  GGDEF‐Domänen.  Die  ebenfalls 
dimerisierten  PAS‐Domänen  sind  flexibel  mit  der  nach  außen  gerichteten,  ellipsoiden 
Ringstruktur  verbunden.  Ein  Vergleich mit  veröffentlichten Nukleotid‐gebundenen GGDEF‐
Dimerstrukturen ermöglicht die Postulierung eines Regulationsmechanismus, der auf einer 
weitreichenden  Kommunikation  zwischen  den  DHH‐Domänen  und  den  GGDEF‐Domänen 
basiert und abhängig vom Nukleotidzustand der letzteren ist. 
In  Eukaryoten  steht  die  DNA‐Reparatur  vor  der  zusätzlichen  Herausforderung  der 
chromosomalen DNA‐Architektur. Um dieses Hindernis  zu überwinden,  spielen Chromatin‐
Remodeller eine wesentliche Rolle, indem sie dicht gepackte DNA leichter zugänglich machen. 
Der  Remodeller  Fun30  ist  bei  der  DNA‐Doppelstrangbruchreparatur  an  der 
Langstreckenresektion  beteiligt.  Im  Gegensatz  dazu  ist  der  modular  aufgebaute 
Multiproteinkomplex  INO80  für  die  Kurzstreckenresektion  von  Bedeutung.  Der  zweite  Teil 
dieser Arbeit  stellt  die Reinigung, biochemische Charakterisierung,  sowie die Kristallisation 
von Fun30 aus dem thermophilen Pilz Chaetomium thermophilum vor. Zusätzlich behandelt 
diese  Arbeit  die  Reinigung  und  Analyse  des  DNA‐bindenden  Nhp10  Modules  des  INO80 
 
 












In  prokaryotes,  a  key  player  that  scans  for  genomic  lesions  is  DisA 
(DNA integrity scanning protein A), a homo‐octermeric enzyme that synthesizes cyclic di‐AMP. 
Upon  binding  to  non‐standard  DNA,  synthesis  of  the  second  messenger  cyclic  di‐AMP  is 




regulation.  The  mechanism  of  cyclic  di‐AMP  synthesis  is  understood  at  an  atomic  level, 
however the rate‐limiting factor of the synthesis reaction remains a matter of speculation. 
Structural analysis was performed on a catalytically overactive DisA mutant from Thermotoga 
maritima that harbours  three arginine residues substituted by alanine  in  the cyclic di‐AMP 
synthesising domain. The resulting 2.25 Å structure explains the increased catalytic activity of 






















the  thermophilic  fungus Chaetomium  thermophilum.  Furthermore,  the  purification  and 
analysis  of  the  submodule  of  INO80  responsible  for  DNA  binding  in Saccharomyces 






















































































































































as  nutritional  availability,  hyperosmotic  or  temperature  stress.  In multicellular  organisms, 
adjacent cells can send signals to their neighbours, for example in neuronal signal transduction 
or metabolic  changes  via hormones. However,  already unicellular organisms  communicate 
with each other via chemotaxis or during mating [1]. Therefore, external stimuli need to be 
transmitted through the cellular barrier. As this barrier is built to protect the cell, it is often 
impermeable  to  these  external  signals.  For  this  reason,  external  stimuli  are  recognised by 
specialized receptors that survey the environment and that activate signalling pathways by 
generating a distinct signal in the cell. In particular, this internal signal is often the activation 
of  a  membrane  receptor.  This 





response  through  an  effector 
protein.  Altogether,  an  external 
stimulus  is  propagated  over  an 
internal  effect  to  the  second 
messenger, leading to a response 
















or  guanosine  monophosphate  (cAMP  and  cGMP),  cyclic  diadenosine  or  diguanosine 
monophosphate (c‐di‐GMP and c‐di‐AMP), guanosine tetra‐ and pentaphosphate ((p)ppGpp) 
and cyclic guanosine monophosphate – adenosine monophosphate (cGAMP). Some of these 
nucleotide second messengers also play a  role  in higher organisms. However, as  this work 
focuses on their function in bacteria, their role in eukaryotes will not be discussed in more 
detail. 
cAMP  (Fig.2)  is  synthesised  by  the  family  of  adenylyl 
cyclases and plays an important role in switching bacterial 
metabolism  from  glucose  to  lactose  processing  under 
glucose starvation. Adenylyl cyclases are usually inhibited 
by intracellular glucose. Lack of glucose leads to changes 
in  the  posttranslational  modification  of  the  glucose 
phosphotransferase  system,  activating  the  adenylyl 
cyclase  and  hence  increases  cAMP  level.  The  cAMP 
receptor protein (CRP), bound to cAMP in turn positively 
regulates the lac‐operon and thereby increases the expression of enzymes metabolising and 




cGMP  (Fig.3)  is  synthetised  by  the  guanyl  cyclase  Cya2,  as  first 
shown in the cyanobacterium synechocystis strain PCC 6803. In 
Rhodospirillum  centenum  the  gene  for  Cya2  is  encoded  four 
genes  upstream  of  a  CRP  homolog,  which  was  shown  to 
specifically bind cGMP. This indicates a mechanism of signalling 
for  cGMP  similar  to  the  signalling  pathway  of  cAMP.  cGMP 
signalling  was  shown  to  enhance  encystment  in  some 
Fig.2:  Chemical  structure  of 













centres.  A  fusion  of  EAL  or  HD‐GYP  domains  with  GGDEF  domains  couples  synthesis  and 









genes  and  thereby  shows  another  means  of 
influencing the cell at many different regulatory 
levels. C‐di‐GMP is thus described as a `lifestyle‐
switch  regulator`,  whose  influence  is,  however, 
differing  among  bacteria  dependent  on  their 
physiological  and  ecological  environment. 
(reviewed in [5]) 
ppGpp  (Fig.5)  was  first  discovered  in 
Escherichia  coli  as  a  signal  starvation 
signal  and  different  stress  conditions 
and is therefore known as a stringent 
response  factor  [6,  7].  Both,  ppGpp 









bound  by  an  uncharged  tRNA  at  its  A‐site  as  signal  of  starvation.  Some  organisms  are 
furthermore  able  to  generate  ppGpp  by  hydrolysing  the  γ‐phosphate  of  pppGpp  [8]. 
Degradation  occurs  amongst  other  by  the  RSH‐type  hydrolases  by  removing  the  δ,  ε‐
pyrophosphate moiety [9]. 
(p)ppGpp  affects  DNA  replication  by  binding  to  the  Primase DnaG.  The  formation  of  RNA 
primers, which function as starting points for the DNA polymerase is inhibited by the binding 
event  [10‐12].  Transcription  is  affected  by  (p)ppGpp  by  its  interaction  with  the  RNA 
polymerase, leading to an decrease in rRNA and ribosomal protein synthesis and an increase 
in  transcription  from  promoters  for  amino  acid  synthesis  [7,  13].  Furthermore,  (p)ppGpp 
affects GTPases involved in the initiation, elongation and termination of translation, as well as 
the  assembly  of  the  small  and  large  ribosomal  subunits  [9].  (p)ppGpp  also  influences  the 
bacterial  resistance  to  acidic  conditions  by  inhibiting  glutamate,  lysin  and  arginine 









Thermotoga  maritima.  It  is  the  only  nucleotide  second 
messenger  essential  to  most  organisms  under  normal 
growth conditions [17‐19]. It is produced in bacteria and 
archaea and  is  essential  in  all  Firmicutes  studied  so  far, 
however not in all bacteria [18, 20‐27]. By now, it is linked 
to  fatty  acid  synthesis,  cell  growth,  sporulation,  biofilm  formation,  virulence  and  cell wall 












Different  DACs  are  known,  existing  either  as  single  c‐di‐AMP  synthesizing  enzymes  or  in 
parallel in one species. They are responsible for distinct cellular processes. Most pathogenic 






the  sequence  similarity  to  DisA  is  lower  [36].  The  recently  discovered  CdaM  represents 
another class of DAC enzymes expressed in Mycoplasma pneumonia and is closely related to 
CdaA,  however  no  further  structural  information  is  known.  All  DAC  domains  possess  the 









terminal DAC domain  is  surrounded by  two coiled‐coiled motifs.  The  structure of  the DAC 
domain is highly similar to the enzymatic domains of DisA and CdaS and it has been shown, 
that  the  enzymatic  activity  is  independent  of  the  transmembrane  domain  and  the  coiled‐
coiled  domain  [38].  CdaA  is  known  to  play  a  role  in  cell  wall  synthesis  and  potassium 














conserved  Asp‐Gly‐Ala  (DGA)  and  Arg‐
His‐Arg (RHR) motifs that is required for 
the  enzymatic  activity,  an  C‐terminal 
helix‐hairpin‐helix  (HhH) domain and a 
helix  bundle  that  separates  the  other 
domains from each other. This forms an 
elongated  shape,  which  allows 
tetramerization  via  the  long  axis.  Two 
tetramers  then  interact  via  their  DAC 
domain  and  form  a  barrel‐shaped 
octamer. This face‐to‐face orientation is 
required  for  activity,  as  only  DAC‐
dimers  possess  catalytic  activity  [37]. 
The activity of the enzyme is regulated 
by  the presence of non‐standard DNA, 
like Holliday  junctions  [37].  This  led  to 
the suggestion that DisA is scanning the 
bacterial  genome  for  DNA  lesion  [43]. 
Binding to such non‐standard DNA leads 
to the inactivation of the enzyme and a 
decrease  in  c‐di‐AMP  levels,  which 



















shape  and  growth  and  are  toxic  at  high  concentrations.  However,  DarR  is  only  present  in 
selected bacteria. [50] 
KtrA  from  Staphylococcus  aureus  is  a  subunit  of  a  potassium  transporter  that  imports 
extracellular potassium into the bacterial cytosol. It forms an octameric ring, which is binding 
to two transmembrane KtrB proteins and thus represents the cytoplasmic potassium gating 
component  of  the  complex  [51].  KtrA  itself  consist  of  two  RCK  domains  of  which  the  N‐
terminal  domain  (RCK_N)  binds  NAD+/NADH+  and  ATP  and  interacts with  KtrB  and  the  C‐
terminal  domain  (RCK_C)  binds  c‐di‐AMP.  Recognition  of  c‐di‐AMP  by  KtrA  is  assumed  to 
inhibit  potassium  uptake  leading  to  low  potassium  concentration  upon  c‐di‐AMP 
accumulation. Another cation transporter, the K+‐H+‐antiporter CpaA, also possesses a RCK_C 
domain,  which  shows  affinity  for  c‐di‐AMP,  suggesting  a  role  for  the  RCK_C  domain  in 
regulation of the potassium transport in response to c‐di‐AMP [36, 52]. A further potassium 






transporter  regulated  by  c‐di‐AMP.  It  is  a  high  affinity  transporter  composed  of  11 
transmembrane  helices  with  an  N‐terminal  extracellular  and  a  C‐terminal  intracellular 
domain.  Potassium  uptake  by  KimA,  as well  as  the  KtrAB  system  is  inhibited  by  c‐di‐AMP 
reflecting increased potassium concentrations. 
PycA  from  Listeria  monocytogenes  is  a  pyruvate  carboxylase  and  the  only  enzyme  that 
generates  oxaloacetate  in  bacteria  with  an  incomplete  citric  acid  cycle.  Oxaloacetate  is 
required  for  the  synthesis  of  the  amino  acids  aspartate  and  glutamate  and  is  therefore 
essential for these organisms under growth on media containing sugar as single carbon source 
[53].  PycA  forms a  tetramer  that binds  c‐di‐AMP  in  a  4:8  ratio. Allosteric  binding  at  a  site 




to  the  group  of  the  PII  signal  transducers.  PII    proteins  connect  the  signalling  of  second 
messengers  such  as  2‐oxoglutarate  and  ATP,  dependent  on  their  post‐translational 
modifications with  their  effector proteins.  The  core  architecture of  both protein  classes  is 
nearly identical [55‐59]. Both DarR and PII‐like proteins form homotrimers and bind second 





monocytogenes  [54].  This  suggests  c‐di‐AMP  to  be  a  regulator  of  the  so  far  unknown 
enzymatic activity of CbpA and CbpB. Both proteins contain a CBS‐domain (cystathionine beta 
synthase  domain),  which  binds  ligands  containing  adenosyl  groups,  such  as  AMP,  ATP,  S‐




















of  genes  involved  in  amino  acid  and 
potassium  transport  and  in  cell  wall 
metabolism.  It  is mainly  located  in  the 
5´untranslated  leader  region;  however, 
some ydaO  riboswitches  are  located  at 
the  3´untranslated  region  of  putative 
mRNAs.  This  implies  a  so  far  unknown 
mechanism  for  regulation  by  the 
riboswitch  [67].  Interestingly,  in  some 
organisms, the ktrAB operon, as well as 
the  gene  of  KimA  (ydaO  gene)  is 
regulated  by  the  ydaO  riboswitch.  This 
implies  a  control  of  the  activity  of  the 










(Mdr)  of  the  major  superfacilitator  family  [68,  69].  In  cells  that  are  deficient  of  these 
transporters, increased sensitivity to cell‐wall targeting antibiotics can be detected. Although 







The enzymes degrading c‐di‐AMP belong  to  the  family of phosphodiesterases  (PDEs). They 
enzymes  bind  c‐di‐AMP  as  a  substrate,  hydrolyse  a  phosphodiester  bond  and  release  the 
linearized compound 5´pApA. Some PDEs are additionally able to degrade the intermediate 
5´pApA to two molecules of AMP. 






are  further  subdivided  into  multi‐  and  single  domain  PDEs.  Multi‐domain  PDEs,  GdpP  in 
Bacillus subtilis, are anchored to the membrane by two N‐terminal transmembrane helices. 
The  transmembrane  domain  is  accompanied  by  a  degenerated  PAS‐domain,  a  modified 
GGDEF domain and a catalytically active DHH/DHHA1‐domain [71], which degrades c‐di‐AMP 
into 5´pApA [71]. On the other hand, single domain DHH/DHHA1‐domain containing PDEs, as 
can be  found  in Streptococcus  pneumoniae,  contain  only  the  soluble DHH/DHHA1 domain 










The  PAS  domain  is 
considered  to  play  a  role  in 
regulating  GdpP  activity  in 
the  presence  of  heme  [73]. 
Binding of heme  leads  to an 
inactivation  of  the  DHH 
domain,  however  a  complex 
of  heme  and  NO  can 








to  bind  heme  [75].  GGDEF 
domains  are  originally 
described  as  c‐di‐GMP 
cyclases.  However,  in  GdpP 
the catalytic residues for c‐di‐
GMP  synthesis  are  lost. 
Instead,  it  can  bind  and 
hydrolyse  ATP  [71].  Besides 
their  function  as  c‐di‐GMP 
cyclases GGDEF domains can 
















response  and  lead  to  increased  synthesis  of  ppGpp  [24,  76,  78].  This  in  turn  inhibits  the 
degradation  of  c‐di‐AMP  and  functions  as  a  feedforward  loop  to  prevent  decrease  of  the 
elevated signals of c‐di‐AMP, keeping the stringent response signal active. 
  1.1.5. Synthesis of cyclic di‐AMP by DisA 





The  crystal  structure  shows a dimerization of  the DAC domains with  the active  site  in  the 
middle  forming an elongated  shape.  This  dimer  then  forms a  tetramer  along  its  long  axis. 
Thereby, the DAC domains form an active centre in the middle of the molecule with the HhH 


































enzymes  such  as  RuvA 
(pdb:1c7y;  Fig.  10 
adapted  from  [37]).  The 
HhH  domains  (shown  in 
orange)  in  the  tmaDisA 













So  far,  several  mechanisms  have  been  proposed  (Fig.  11):  One  possibility  would  be  that 
binding  to DNA  leads  to disassembly  and dissociation of  the octameric DisA  complex.  The 
Holliday junction is then free to be bound by another intact DisA, leading to a more significant 









signalling,  a  non‐crystallographic  structure  of  DisA  was  considered  to  be  of  help.  Such  a 





were  so  far  unsuccessful.  Especially  non‐thermophilic  species  seem  to  have  an  increased 
flexibility in their respective DisA octamers. This led to the idea that a structural analysis of 
non‐thermophilic  DisA  species  might  help  to  gain  insight  into  further  possibilities  for 
regulation of DisA. Bacillus subtilis was chosen as one non‐thermophilic organisms, as it is one 

























studies  of  the  DHH/DHHA1  domain  of  GdpP  from  Staphylococcus  aureus  revealed,  that 
degradation  of  c‐di‐AMP  to  5´pApA  could  be  altered  to  allow  full  degradation  to  AMP  by 
enlarging the cavity required for 5´pApA binding and degradation [82]. However, the question 
remains, why the substrate specificity of the multi‐ and single‐domains PDEs correlates with 
the  localization  of  the  PDEs within  the  cell,  as well  as  the  role  of  the  additional  domains 
remains to be elucidated. Structural information on GdpP type PDEs might help to shed light 



























containing  fraction  were  pooled  and  submitted  to  Dialysis  in  T50(8)N300DTT2.  Sample  was 






























Dataset  tmaDisA  mtubDisA  bsuDisA  GdpP  Gdpp+NP40 




no  no  no  GIF  quantum 
energy filter (20 
e−V) 
mode  integrated  integrated  integrated  integrated  integrated 
Software  SerialEM  EPU  EPU  EPU  SerialEM 
camera  K2  Falcon III  Falcon III  Falcon III  K2 
Pixel size  0.82 Å  1.612 Å  1.612 Å  1.43 Å  1.35 Å 
Dose  54 e/ Å2  49.35 e/ Å2  50.5 e/ Å2  50.9 e/ Å2  e/ Å2 
Dose/frame  2.16 e/ Å2  1.23 e/ Å2  1.26 e/ Å2  1.27 e/ Å2  1.27 e/ Å2 
exposure  5 s  2.01 s  2.01 s  2.01s  5 s 
frames  25  40  40  40  25 
defocus  ‐1.4 to ‐3.5  ‐1.5 to ‐4  ‐1.5 to ‐4  ‐2.5 to ‐4  ‐1.4 to ‐3.5 
Numer of 
micrographs 





Micrographs  were  gain  normalized  (for  datasets  collected  at  Titan),  aligned  and  dose‐
weighted using MotionCor2 [89] before importation into relion 2.1 [90]. Estimation of defocus 
was  performed  using  ctffind4  [91]  and  Gautomatch  (https://www.mrc‐
lmb.cam.ac.uk/kzhang/Gautomatch/) was used for automated particle picking. Particles were 
selected by  several  rounds of  reference‐free 2D classification  in  the  relion 2.1  software  to 
remove noisy or uncentered particles as well as contaminations. For DisA datasets, the crystal 
structure of tmaDisA was used at 60 Å as a template for 3D classification. For GdpP an initial 





During  the  course  of  this  thesis,  two  EM‐structures were  build.  For  tmaDisA,  the  original 
crystal structure was used as starting model. In the case of GdpP two homology models were 
modelled, one for the DHH domain using phyre2 and one for the GGDEF domain based on a 
model  calculated  with  swiss‐model  [92]    using  RbdA  from  Pseudomonas  aeruginosa  as 
homologue. The two models were fitted into their respective densities and united using UCSF 
Chimera  [93].  This  procedure  was  performed  for  chain  A  and  chain  B,  which  were  then 
duplicated and used for chain C and D respectively. The model and the EM density obtained 










130  in  DisA,  crystal  screens  were  set  up  of  the 
corresponding  mutant  (termed  tmaDisA3xR). 
Crystallization of tmaDisA3xR mutant was successful with the growth of long and thick rod‐

















































the  finding  that  the  only  difference  between  the  structures  reside  in  the  three  mutated 











MOLE 2.5 online  toolkit  [94]  to  compare  the 
channel formation in the mutant tmaDisA3xR 
structure  with  the  wild  type  structure.  The 
overall  channel  formation  is displayed  in Fig. 
15. The exit channels for the synthesised c‐di‐
AMP  are  situated  between  the  DAC  domain 
and the adjacent helical bundle. C‐di‐Amp has to diffuse to the centre of the molecule before 
it can exit the octamer between any of the eight channels. A comparison with the channel 









tmaDisA  is  known  to  bind  DNA  via  its  HhH‐domains  at  the  C‐terminus  [37].  However, 
comparison of its crystal structure with structures of homologues in complex with DNA – such 




recorded  on  a  Titan  Krios  using  a  K2  Summit  Camera  in  post‐GIF  recording mode  using  a 

























building  the  structure  using  coot,  utilizing  the  wild  type  crystal  structure  (pdb:3c1y)  as 











di‐AMP can be  identified and build  in the DAC domain (Fig. 18 right). The most  interesting 
domain  however  is  the HhH domain. Here  the map  shows  a  clear  density  for  the  helix  in 
question, confirming the conformation shown in the crystal structure (Fig. 20). 
   







tmaDisA  might  therefore  be  accounted  for  by  its  structural  studies  at  comparably 
unphysiological  conditions.  This  is  also  shown  by  the  inability  of  analysing  the  melting 
temperature  of  tmaDisA  with  standard  unfolding  analysis,  such  as  differential  scanning 
fluorimetry (DSF). The temperature analysed in DSF typically ranges from 4°C to 95°C. In the 
case  of  tmaDisA  no  unfolding  occurs  within  the  measuring  range.  This  indicates  unusual 




other  species  than  tmaDisA  were  unsuccessful,  including  Bacillus  subtilis.  After  Ni‐affinity 
purification, the SEC profile of a Superdex 200 10/300 showed one clear peak at the elution 






















the  2D  classification.  To  circumvent  a  bias  in  selection  of  chosen  classes,  the  obtained 
structure was  confirmed  by  two  independent  processing  procedures  of  the  dataset.  Both 
reconstructions  led  to  the  same model  indicating  that  the  obtained model  does  not  only 
represent a minor conformation in a heterogenic sample. Furthermore, the construction of a 
processing  artefact  through  preferred  orientation  can  be  excluded  by  a  sufficient  angular 
distribution around the long axis of the barrel. 
 





Another  organism,  which  was  chosen  for  analysis,  was  the  pathogenic  mycobacterium 
tuberculosis. Therefore, mtubDisA was cloned into a pET28 vector between the NdeI and SacI 
restriction sites, yielding a plasmid containing an N‐terminal His‐tagged mtubDisA sequence. 
The  protein  was  expressed  inBL21  (DE3)  Rosetta  cells  and  purified  by  Ni‐NTA  affinity 
purification,  yielding  sufficient  amounts  of  clean  protein.  Subsequent  exclusion 
chromatography  on  a  Superdex200  16/600  column  revealed  two  major  species  by  the 
formation of a shoulder  in  the chromatogram,  indicating  instability of  the protein or some 
degree of unfolding,  showing decreased  rigidity or  stability  in  comparison  to bsuDisA.  The 
main peak fractions corresponding to DisA elution were pooled and stored at 8°C (Fig. 25).  
For quality  control,  directly  after elution,  as well  as  10 days  after  storage  the  sample was 
analysed  by  recording  a melting  curve  based  on  differential  scanning  fluorimetry,  using  a 
Tycho NT6 (NanoTemeper Technologies). The direct comparison revealed an increase in the 
amount of folded protein upon storage at 8°C for 10 days. This is indicated by the reduction 
of  the  ration  of  350nm/330nm  Absorption  at  the  initial  starting  measuring  points  in  the 













relion  2.1  54,000  particles  remained  in  the  dataset,  which  were  furthermore  reduced  to 
13,000  particles  after  selecting  the  particles  of  the  best  resolved  3D  class  For  initial  3D 
classification, the crystal structure octamer of tmaDisA was filtered at 60 Å and used as initial 
model.  To  remove  model  bias,  3D 
classification was repeated using the best 
class of the first round as model and mask. 
The  final  round  of  refinement  yielded  a 
resolution of 8.6 Å (Fig. 27). The map was 
further sharpened with a B‐factor of ‐650 
Å2  using  the  post‐processing  routine  in 








is  visible  both  in  top  and  side  view  (Fig.  28).  This  cleft  is  already present  in  all  3D  classes 
showing  a  barrel  shaped  DisA‐like  structure,  and  can  be  even  recognized  in  the  2D 



















and  Pas‐domain,  are  solved  so  far  from  orthologous  proteins  or  homologs.  Crystallization 
attempts of the full‐length protein were unsuccessful. Therefore, the overall organization of 
the protein remains elusive, including its oligomeric state. In our lab, structural and functional 
studies of  a  soluble GdpP construct  lacking  the  transmembrane domain are performed by 
Adrian  Bandera.  Size  exclusion  chromatography  coupled  right‐angle  light‐scattering  of 
GdpPΔTM, lacking the first 62 residues, yielded a molecular weight of around 270 kDa. This 
made  this  project  applicable  for  cryo‐electron  microscopy.  These  structural  studies  were 
performed together with Adrian Bandera. Screening of initial grids of the wild type GdpPΔTM 
vitrified  in  its  size  exclusion  chromatography buffer  revealed  a  disassembly  of  the protein 
during  grid  preparation.  Therefore,  the  sample was  stabilized  using  BS3  as  a  cross‐linking 
agent. Screening of this sample showed again a disassembly of the complex (Fig.30 left).  









30  right).  A  small  dataset  containing  269 micrographs  was  recorded  for  initial  processing 
(overview of  processing  shown  in  Fig.  31).  Around 190  thousand  particle  candidates were 
picked using reference free picking in Gautomatch. After 2D classification an initial model was 
generated, the obtained density segmented for noise removal and then used as reference for 




3D  classification.  The  best  classed  obtained  in  the 
classification were selected and this process iteratively 
repeated several times. As the 3D classes showed poor 
angular  distribution,  particle  picking  was  repeated 
using the 2D classes as reference. The best three classes 
of the first round of processing were used as a 3D model 







recorded.  Therefore,  3968 micrographs were  recorded  on  Titan.  A  subset  of  the  first  300 








Fig.33:  top:  Selected  micrograph  (left)  and  selected  2D  classes 



























in  the  asymmetric  unit  using  UCSF  Chimera.  Subsequently,  they  were  combined  and 
duplicated into the other half of the tetramer. The obtained model was real space refined into 
the EM‐density map using in the Phenix software package. The obtained model was manually 





























crystal  structure  proofs  that  despite  the  mutations  the  enzyme  has  not  lost  its  catalytic 
activity. 
Comparison of tmaDisA3xR mutant with wild type DisA 
A  superposition  of  the  structures  from 
tmaDisA3xR and the wild type revealed no major 
changes, as can be seen in the RMSD of 0.21. This 
small  value  indicates almost  identical  structures. 
Previous work in the lab showed the tmaDisA3xR 










Fig.36:  Channel  formation  in  DisA  with 
channels shown in red, arginine residues in 












Previous  crystallization  attempts  of  a  DNA‐bound  complex  were  unsuccessful,  as  well  as 
structural analysis using EM in the course of this study remained without success. This might 
be either due to a disassembly of the complex or by an inability of the DNA‐bound complex to 
attach  to  the  EM‐grid  during  vitrification.  To  analyse  if  the  HhH‐domains  are  really  in  an 
inactive position  in  vitro or  if  the  crystal  packing has  influenced  their  orientation  cryo‐EM 
studies of the complex in the DNA free state were performed. TmaDisA attached to the grids 
during  the  vitrification  process  and 
with  a  dataset  of  around  8,500 
micrographs  a  structure  could  be 
calculated  at  a  resolution  of  3.0  Å 
showing  C4  symmetry.  The  structure 
could  be  build  using  coot,  with  the 
original  crystal  structure  as  starting 
model.  However,  the  variations 
between the crystal structure and the 
EM structure are only minor and in the 
range  of  side  chain  variations.  The 
HhH‐domain at the outer most region 
of DisA was nicely resolved, confirming 
the  conformation  obtained  in  the 
crystal structure (Fig.37). 
Fig.37: Top view of segmented EM density of tmaDisA 






As  EM  studies  of  tmaDisA  could  not  answer  the  question  of  the  regulation  of  DisA,  DisA 
homologues  from different  species were  additionally  considered  for  structural  analysis.  In 
previous studies, DisA from bacillus subtilis was used for crystallization attempts, and, though 
no crystals were obtained, the purification yielded decent amounts of pure protein. As one 
reason  for  seeing  no  structural  variability  in  tmaDisA  studies  might  be  its  analysis  at 
comparably unphysiological conditions for a thermophilic species, unsuccessful crystallization 
attempts of another species might indicate higher structural flexibility and hence increase the 
chance  of  capturing  a  different  confirmation  applying  a  different,  in  solution  structural 
method, such as cryo‐EM. Therefore, the purification was repeated based on the previously 
established protocol  in  the  lab. Vitrification of  the  sample and application  to  the grid was 
achieved and with a dataset of around 1,300 micrographs a structure of 8 Å was obtained. The 
overall architecture of the obtained structure resembles tmaDisA, as bsuDisA also possesses 
a  barrel  shaped  structure.  However,  a  loss  of  the  C4 
symmetry  can  be  detected.  This  is mainly  due  to  the 
increased flexibility of one monomer. The density of the 
last  monomer  is  only  visible  at  high  threshold.  This, 
however,  indicates  not  a  complete  absence  of  the 
monomer,  but  an  increased  flexibility  or  partial 
occupancy.  Furthermore,  a  fit  of  the  tmaDisA 
asymmetric unit, represented in green, and of the HhH‐
domain,  represented  in  orange,  into  the  density 
indicates the same conformation of the HhH‐domain, as 








exclusion profile showed the  formation of a shoulder,  indicating structural  inhomogeneity. 
Fig.38:  Top  view  of  EM  density  of 
bsuDisA with  fitted crystal structure 










in  the  2D  classification, were  significantly  less  2D 
classes  showed  a  complex  with  one  subunit  lost 
(shown  in Fig.26  in  the  results  section). However, 
the  loss  of  the  C4  symmetry  in  comparison  to 
tmaDisA  becomes  apparent  already  in  the  2D 







unlike  in  bsuDisA.  As  in  the  bsuDisA‐structure,  the  mtubDisA  structure  shows  the  same 
conformation for a superimposed HhH‐domain as in the tmaDisA crystal structure. However, 
slight differences between the HhH‐domain densities of the individual monomers are present. 
This  might  indicate  different  flexibilities  of  the  dimers  along  the  cleft.  In  Fig.39,  the  first 
monomer to the right of the cleft shows most density with a decrease of density in clockwise 




tuberculosis  possess  the  same  overall  organisation  of  DisA  and  its  composition  as  barrel‐
shaped  octamer.  In  addition,  the  orientation  of  the  domains  of  DisA  remains  similar  in 
different  species.  In  all  three  species,  the  DAC  domains  oligomerize  in  the  centre  of  the 
molecule with the HhH‐domain pointing to the outside, while both are separated by three 
helices in a bundle. 
Fig.39:  Top  view  of  EM  density  of 

















DisA.  In  this  case  the  mtubDisA  structure  would  show  an  intermediate  state,  where  the 
opening of the barrel‐ring and the increase of flexibility of the outer domain would facilitate 
the loss of one first subunit, as can then be seen in the bsuDisA structure (Fig.41).  









accessibility  of  the  active  site  (Fig.42).  However,  such  a  regulation  pathway  would  be 
aggravated by the loss of one subunit as seen by bsuDisA, as first a re‐association of the entire 
complex would be necessary. Therefore, a disassembly mechanism seems more likely. 
The  third  suggested  mechanism,  so  far,  was  that  the  Holliday  junction  leads  to  a 
conformational  change  in  the HhH domain,  leading  by  a  long‐range  communication  to  an 
inactivation of DisA. This mechanism however becomes unlikely, as an increased flexibility and 











helices  (GdpPΔTM)  was  used  throughout  the  entire  study.  The  single‐particle  analysis  of 
















the electron density. Another cause  for  limiting the resolution of  the obtained density  is a 





domain  and  the  GGDEF  domain.  It  is  the  first  structure  of  a  c‐di‐AMP‐specific  GdpP‐type 
phosphodiesterase  in  the  context  of  its  neighbouring  domains.  GdpPΔ  clearly  shows  a 






















difference between  the  location of  the  respective  PAS domains.  PA0861  possesses  a  PAS‐
GGDEF‐EAL  domain  architecture  with  the  EAL  domain  hydrolysing  c‐di‐GMP  under  the 
regulation of PAS‐ and GGDEF domain. In the PA0861 structure, the PAS domain would clash 
with  the  position  of  the  second monomer.  However,  the  connection  between  the GGDEF 
domain and the PAS domain  is only composed of one helix, which might harbour a higher 
flexibility, which was stabilized in the crystal structure through crystal contacts. Therefore, a 
transition  between  these  two  states,  either  during  regulation  or  during  crystallization  is 











The  obtained  density  and  model 
clearly show the DHH domain to be in 
the inactive, nucleotide free state, as 
the  molecule  was  captured  in  the 
open conformation of the two lobes. 
A comparison to the crystal structure 
of  PDE  from  Thermotoga  maritima 
(pdb:  5o25)  in  the  ligand  free  state 
shows a high overall resemblance of 
the  structure  (Fig.46).  However,  a 
slight  increase  in  the opening of  the 
DHH  domain  can  be  seen  by  an 
increased  angle  between  the  two 
lobes.  Therefore,  GdpP  was  clearly 
cross‐linked  and  vitrified  in  the 
inactive  state  of  the  DHH  domain, 
despite  the  presence  of  c‐di‐AMP  in 
the  crosslinking  conditions.  This 
indicates  that  through  other 
regulatory means the DHH domain  is 
kept  in  its  inactive  state  in  the 
structure.  One  possible  regulatory 
mechanism for the activity of the DHH 
domain  of  GdpP  could  be  a 
conformational change of the GGDEF 
domain  upon  nucleotide  binding. 
Therefore,  a  comparison  of  the 
dimerization of the GGDEF domain in 
the  EM‐structure  with  crystal 




domains  are  depicted  in  blue  with  green  for  GdpP  and 
yellow  and  red  for  Pseudominas  aeruginosa  and 
Thermotoga maritima, respectively 
Fig.46: Superposition of the DHH domains of GdpP and 







shown  in  yellow.  Both  structures  show  the  dimerization  of  the  c‐di‐GMP  bound  state. 
However, big differences  in  the dimerization are visible. Both  structures adapt a V‐shaped 
form.  Even  though both  structures  show  the dimerization  at  the bottom end of  the beta‐
sheets the second monomer faces to different sites. This can be seen in the position of the 
rotation  axis.  In  the  structure  from  Thermotoga  maritima,  the  rotation  occurs  along  the 
shorter  axis.  In  the  GGDEF  dimer  of  Pseudomonas  aeruginosa  Dcsbis,  the monomers  are 
flipped around the long axis. However, in both structures the c‐di‐GMP molecule sits at the 
pointed  end  of  the  V,  roughly  at  the  same  position.  In  the  EM  structure  of  GdpP  the 
Fig.48: EM structure of GdpP in superposition 
with  GGDEF  domains  of  Thermotoga 
maritima  and  Pseudomonas  aeruginosa, 
shown  in  red and yellow respectively. GdpP 
GGDEF  is  shown  in  blue.  left:  View  of  full 
tetramer  with  superposed  GGDEF  domains; 
right:  Close  up  on  the  GGDEF  structures; 
bottom panel shows a superposition of GdpP 
monomer  with  with  the  second  dimerized 

















and Thermotoga maritima  allow  the postulation of  two different models  for  a  topological 
change of the GGDEF domain in GdpP upon binding of c‐di‐AMP. One possibility would be that 
the GGDEF dimer adopts the conformation as seen in the Pseudomonas aeruginosa structure. 












































stability  and  therefore  the  survival  and  health  of  the  cell  and  organism  is  threatened.  To 
restore the genetic information several repair pathways have evolved. Two distinct pathways 
have to be distinguished: ligation based repair mechanisms, like non‐homologous end joining, 












Rad52  and  Rad55‐57  in  yeast  or  BRCA2  and  Rad51  paralogs  in  human.  Rad51  forms  a 
nucleoprotein filament on the ssDNA, called the presynaptic filament, by binding in a helical 
fashion.  The  presynaptic  filament  aligns  with  its  homologous  DNA  sequence  on  the 
sisterchromatid, leading to the D‐loop formation. After D‐loop expansion the second 3´ssDNA 
overhang on the opposite site of the DSB is captured forming a double Holliday Junction (dHJ).  





















effects  on  initial  DNA  end  resection  in‐vivo  [108‐110].  For  efficient  activity  of  Fun30,  its 
phosphorylation by  the  cyclin  dependent  kinase  (CDK)  is  required  [111].  This modification 
leads  to  the  interaction with  the phosphoprotein‐binding  scaffold protein Dpb11 and DNA 









of  Fun30,  Dpb11  and  9‐1‐1 
subsequently  leads  to  a 
removal  of  Rad9  bound 
histones  allowing  access  to 









this  linker  no  domain  structures  can  be  detected  by  bioinformatics.  In  some  organisms, 
however not all, a CUE‐sequence‐motif has been be detected and is shown to be important 












Chaetomium  thermophilum  (ctFun30)  was  identified  by  bioinformatics  means  in  order  to 
facilitate  purification  and  structural  analysis  by  utilizing  the  enzyme  of  a  thermophilic 
organism. Functional assays, such as DNA‐ and nucleosome‐binding assays, as well as ATPase 
and  remodelling assays are  considered  to be helpful  in  analysing  the  functional  activity of 





role  in  DSB  repair  by  HR  is 
INO80  (inositol  requiring 
80),  as  INO80  deficiency 
causes  strong 
recombination defects [115, 









Despite other chromatin  remodellers playing a  role  in promoter architecture,  INO80  is  the 
only remodeller responsible for the positioning of the +1 nucleosome next to the nucleosome 

















by  an  insertion  domain.  Biochemical  data,  as  well  as  crosslinking  and  structural  analysis 
revealed a modular organization of yeast and human INO80, allowing a clustering of subunits 









pumping of  the ATPase against  the Arp5‐Ies6 grip  leads ultimately  to a  larger nucleosome 
translocation step. This mechanism differs drastically from the one observed by the single‐
chain remodeller, e.g. Chd1 that bind to the super‐helical location (SHL) 2 on the nucleosomal 
DNA  [135,  136].  In  addition  to  its  catalytic  core  activity,  the  Ino80  ATPase  comprises  a 
scaffolding function for the additional modules. Directly, N‐terminal of the ATPase region is a 








the  species  specific  submodule  is  termed  Nhp10‐module  named  after  the  central  protein 
Nhp10 (non‐histone protein 10). Additional proteins of the Nhp10 module are Ies1, Ies3 and 
Ies5. The Nhp10 module is not directly required for INO80 sliding activity [128, 141], however 








The  Nhp10  protein  as  the  central  component  of 
the species specific Nhp10 module is composed of 
two HMG (high mobility group) boxes, Box A and 









a partial  intercalation of hydrophobic residues. A preference  for distorted DNA  is  reported 
[146].  In other proteins harbouring two HMG box domains Box B  is reported to contribute 








this project  is  to  structurally characterize  this complex using crystallography. Furthermore, 
DNA  binding  studies  with  the  purified  complex  are  part  of  the  project,  to  gain  in‐depth 




























for  72  h.  Cells  are  harvested  at  at  4,000  rpm  for  10 min  and  then  were  resuspended  in 
P25N1000G10ß3Mg4 supplemented with Protease Inhibitor. The cells were lysed by 8 cycles of 
sonication  for  40  sec  followed  by  20  sec  cooling.  To  remove  cell  debris,  the  lysate  was 
differentially centrifuged s at 15.000 rpm in an SS34 rotor before  loading onto a NiHisTrap 
crude FF column (GE Healthcare). The column was washed intensively with lysis buffer and 







































H5 cells were  infected with a virus  containing 10 different  subunits of  the  INO80 complex 
(exact),  including Nhp10,  Ies1,  Ies3 and  Ies5. The cells were harvested and cytoplasmically 
lysed in P25N500G10 as described in the purification of the 3 component complex. For affinity 
purification, strep beads bound to nanobody #42 were used as affinity‐matrix. Bound proteins, 

















of protease  inhibitors. After  centrifugation at 15000  rpm  for 30 min,  the  supernatant was 
loaded  onto  Ni‐NTA  gravity  beads,  washed  extensively  with  lysis  buffer  and  eluted  in 
T25N300G10I200. In the elution fractions only Nhp10 was prominently present. 
Purification of HisNhp10, Ies3, Ies5 in Rosetta cells from two plasmids with nanobody #42 








centrifugation at 15000  rpm  for 30 min benzonase was added and  the  lysate  loaded onto 
strep‐beads bound by nanobody #42. After an ATP‐wash, the complex was eluted by addition 




For  testing  of  DNA  binding  an  EMSA  was  used.  Therefore,  50  nM  DNA  was  mixed  with 
increasing  concentrations  of  the  protein  in  a  total  volume  of  20µL.  The  samples  were 

















at  200 mM  Imidazole.  In overnight Dialysis  against  500 mM salt,  the  tag was  removed by 
addition of Precision Protease. Dependent on the purity of the sample a Heparin column was 
used  in  case  of  remaining  nucleotide  contaminations  or  smaller  degradation  fragments. 
However,  this  step  was  shown  to  be  very  complicated,  as  Fun30  constructs  are  mainly 
unstable  in  low  salt  conditions  required  for  binding  to  Heparin  columns.  Other  columns 
proofed  to  be  inefficient  to  remove  contaminations  and  keep  the protein  soluble.  Protein 







































Gene  expression  of  SMRCD1a&c  in  E.coli  was  conducted  in  a  similar manner  as  ctFun30. 
Expression in H5 cells occurred with 1mL of virus per 1L of H5 cells at 1 million cells/mL for 72 











Experiments  on  components  of 
the Nhp10  submodule previously 
performed  in  this  group  were 
based  on  expression  from  insect 
cells.  Therefore,  purification  of 
the His‐tagged Nhp10 in complex 
with Ies1, Ies3, Ies5 and Ino80p_1‐
450  was  initially  based  on  H5 
insect  cell  expression. Analysis  of 
the  purification  by  SDS‐page  and 
Gel‐filtration indicated predominantly clean protein with few degradation bands of Ies1 and 




To  avoid  instability  through  degradation  of  the  Ino80_1‐450  fragment,  a  four‐component 













most  stable  subcomplex  endogenously  present  in  the  INO80  complex,  the  nanobody was 
employed in a pull down of insect cells expressing 10 different constructs, including the Nhp10 





















Purification  of  HisNhp10,  Ies3,  Ies5  in  Rosetta  cells  from  three 
different plasmids  
To  stabilize  the  ies5‐Nhp10  interaction,  Ies3  was  added  by  co‐








of  the  different  components,  cotransformation  of  a  pET28 
vector containing Nhp10 with pETDuet vector expressing Ies3 
and Ies5 was tested, indicating a complex formation (Fig.60). 
However,  this  complex  was  showing  tremendous  DNA 



















DNA designed according  to  the DNA‐binding specificity of Reb1.  In  the  literature  the Reb1 
binding sequence was shown as specific binding sequence of Nhp10 in CHIP‐exo experiments. 
To examine whether  this  specificity  is due  to a direct  sequence  specificity or based on an 
interaction  between Nhp10  and Reb1,  affinity  of  the Nhp10 module  to  the  Reb1‐seq was 
compared to anti‐Reb1‐seq. The DNA sequence bound to Reb1 was picked as Reb1‐seq and as 
anti‐Reb1‐seq the sequence  in the same distance to the nucleosomal dyade of a non‐Reb1 












HMG‐boxes are considered  to bind DNA. Submission of Nhp10  to BLAST‐search  reveals no 









analysis  is  in  accordance  with  the 
DNA‐binding studies performed by 
EMSA.  In addition, putative amino 







could  be  identified:  the  Threonine  at  position  98 most  likely  interacts  with  DNA  and  the 
tyrosine at position 101 stabilizes the DNA through stacking.  Furthermore, the work published 
in [150] showed, that the Tryptophan at the end of helix2 (in HMGB‐B position 128) is essential 




that  the  N‐terminal  domain  of  Nhp10  might  be  unstructured  and  responsible  for  the 








Purification of  full‐length  ctFun30 yielded decent amounts of  clean protein. However,  few 
degradation bands were visible.  

















was  performed  on  the  elution  of  a  S200  column.  The 
experiment revealed a molecular mass of 226 kDa in the first 
peak and 113 kDa in the second peak. (Fig.66) 

























to  obtain  a  suitable  construct  for  crystallization. 
Bioinformatic  analysis  predicted  a  mainly 
unstructured N‐terminus of the protein, whereas 
the  C‐terminal  domain  includes  the  ATPase 
domain,  and  might  be  considered  as  fully 
structured.  Therefore,  it  was  concluded,  that 
degradation  bands  appearing  in  the  limited 
proteolysis might most likely be due to N‐terminal degradation. The bands marked with red 
boxes  in  Fig.69  were  excised  and  send  for  N‐terminal.  They  correspond  to  constructs 












For  purification  of  the  longer  construct  yielded  by  N‐terminal  sequencing,  Ni‐NTA  affinity 
purification  and  Gel  filtration  after  tag  removal  was  applied.  The  construct  yielded  high 
amounts of decently pure protein (Fig.71), suitable for extensive crystal screening. 
 
Mass  determination  of  ctFun30_333‐978  by  size 
exclusion coupled Right‐Angle Light Scattering 
Right angle static light scattering experiments were 




derived  from only  the  first peak of  a previous  size 
exclusion chromatography, this clearly  indicates an 








































the  ATPγS  bound  form  are  visible,  indicating  that  no major  conformational  change  in  the 
molecule is induced upon binding (Fig.77). 
Crystallization of ctFun30_333‐978 
ctFun30_333‐978  was  tested  extensively  in  crystal‐
screening.  Several  commercial  screens  were  tested  at 











truncation  of  the  protein,  fusion  to  T4  Lysozyme  and  the  C‐terminus  of  T4  Lysozyme  to 
ctFun30_333‐978 were tested in crystallization. A schematic representation of the constructs 
















Due  to  sequence  similarities  between  ctFun30_333‐978  and  the  skin  specific  isoform  of 


















Fft3  from  Schizosccharomyces  pombe  was  expressed  as 
truncated construct from amino acid 336 fused to a Sumo 
tag,  as  Sumo  protease  allows  tag  removal  without 


























purification  as  an  individual  protein.  A  purification  protocol  for  the  Nhp10  submodule 
comprising Nhp10, Ies3 and Ies5 was established in the lab based on expression in insect cells. 
However,  extensive  testing  showed  a  significant  DNA  contamination  of  the  complex.  To 
enhance  the  stability  of  the  complex,  allowing  the  application  of  stringent  purification 





an  entirely  new  approach  by  implicating  the  step  of  the  cytoplasmic  lysis  of  insect  cells 
significantly improved the quality of the obtained sample. Sadly this approach yielded protein 
in  amounts  insufficient  for  extensive  large  scale  crystallization  and  only  allowed  initial 
screening. To improve the stability a nanobody was used for fishing of a stable construct within 
an insect cell lysate containing 10 proteins of the Ino80 complex but lacking the Ino80 protein 
as a scaffold. This  revealed a stable complex comprising Nhp10,  Ies3 and  Ies5 but with no 
significant  increase  in  yield.  Therefore,  a  reduction  of  the  complex  to  the minimal  stable 
complex was considered and tested in E.coli. Interaction of Nhp10 and Ies5 alone was shown 
to be unstable, and only a complex consisting of Nhp10, Ies3 and Ies5 was stably expressed. 
This  approach  improved  the  yield  significantly.  However,  the  complex  showed  heavy 
degradations in the absence of DNA and nucleotide free purification was only successful in the 
presence  of  a  stabilizing  nanobody.  Screens  performed  with  proteins  obtained  from  this 
protocol  showed minor  crystalline precipitation  and phase  separation. Despite  refinement 
trials,  no  crystals  could  be  obtained.  This  indicates  larger  unstructured  regions within  the 
complex.  





regions.  The  necessity  of  a  nanobody  to  allow  stable  expression  and  purification  further 
supports the hypothesis of a missing interaction partner. As the Nhp10 module is part of the 

















resemble a  locked  Ino80 complex on DNA and nucleosomes. This  locked state might allow 
further studies on the interaction mechanism and facilitate structural analysis of the complex 
in  interaction with the nucleosome. With the Nhp10 module being the major DNA binding 
component  of  the  Ino80  component,  it  would  be  an  ideal  candidate  for  such  studies. 



















of  the purification  schematic was necessary. The obtained protein  is  very well  suitable  for 
structural analysis and crystallization attempts, however, biochemical analysis are difficult. 
Most biochemical  activity  assays  show  salt‐sensitivity of  some  components,  preventing  an 
application at high salt conditions. This led to difficulties in the execution and evaluation of 
the assays, as precipitation of Fun30 could not be excluded and would alter the results.  
Furthermore,  the  removal  of  the  N‐terminal,  presumably  unstructured  region  (Fig.84 
calculated using the MPI Bioinformatics Toolkit [149]) improved the stability and led to less 
degradation  visible  in  the  SDS‐PAGE.  In  static  light  scattering  experiments,  the  Fun30 
constructs, examined in this work, show an equilibrium formation between monomeric and 
dimeric state in the purification conditions. This was the case for full‐length, as well as the N‐
terminal  truncated  construct of  ctFun30.  This might  imply a  regulatory  role  for  the  region 
directly at the N‐terminus of the ATPase region. Secondary structure predictions of this region 
reveal  a helical pattern,  indicating a  structural organization beyond  the ATPase domain. A 
functional  role  for  this  region  is not known, however the  further N‐terminal  region can be 
excluded  as  dimerization  region,  as  the  formation  of  the  Dimer  is  not  prevented  upon 






DNA‐binding  assays  reveal  no  sequence  specificity  of  the  enzyme,  as  expected.  However, 






























Meanwhile,  Liu  et  al.  published  the  crystal  structure  of  the  ATPase‐C  lobe  of  Fun30  from 
Saccharomyces cerevisiae at 1.95 Å. This structure revealed the fold of two insertion regions, 
one being a Snf2‐specific helix insertion, and the other one showing a non‐conserved helix‐








the  dimeric  state  and  the  monomeric  state  are  most  likely  impeding  crystal  formation. 
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6. Appendix 
Vector sequences 
Phen6‐nanobody #42 
GctggaTtGttatTACTCGCGGccaGCCGGCCAtgGCTCAGGTGCAGCTGGTGGAgtCTGGGGGAGGATTGGTGCA
GGCTGGGGGCTCTCTGAAACTCTCCtgtGCAGCCTCTGGACGCACCGGCACTATCTCtgTCATGGGtTGGTTCCG
CCAGGCTCCAGGGAAAGAGCGTGAGTTTGTAGGACGTAGACTTTTGACTGGTGACATCACAAGGTATGCAGA
TTCCGTGAAGGACCGGTTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAGAAGCACGGTCTATCTTGAAATGAACAGCCTG
AAACCTGAGGACACGGCCGTTTATTACTGTGCAGCGGGGAAATATTTCTCACGCAACGATCAAACATATGACT
ACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCAAAGGGATCCTCCGCTTGGAGCCACCCGCAGTTCGAGA
AAGGTGGAGGTTCCGGAGGTGGATCGGGAGGTTCGGCGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAATAACTCGAG
GCGCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTT
GCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGC
GCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATA
CGTCAAAGCAACCATAGTACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCG
TGACCGCTACACTTGCCAGCGCCTTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGG
CTTTCcCCGTCAAGCTCTAnATCGGGGGGCTCCCTTTTAGGGTTCCGatntTAGTGCTtTacngGCACCTcgnaCcCC
AAAAAAaCTtngATTTGGgGTGAtgGGtTCACGTAantGgGGCCATC… 
pET21Ies5 
caccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggcgatataggcgccagcaacc
gcacctgtggcgccggtgatgccggccacgatgcgtccggcgtagaggatcgagatctcgatcccgcgaaattaatacgactcactatagggga
attgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatataCATATGCCTAGTAAAGATCCAGAGA
GCGTTATAGACAAAGAAATACGGAAGATATCAGCAAGAAATGATGAGCTTATCAAACAGGATGGGACTTTAA
AAAGGGAATACACTACATTATTGAGAAAAGTATCGAGCGTGATAACGGTACTGAACAGTATTGATGATGCAGA
TACTGGTTCTGCTGAAACGGAACTCCCACGCTTAATATCTCAAGCAACAGTAGAGAAAGTACCCGAATTGAAG
TGGTACAATGATCAGATATCATTGATTACAGAAAAGTTGGAGGACGATGAAGATATTGAGGTTCCCGAGGAG
CTAATGGATGCTTATACTCTGTACAAGGAAACCCCATTATTATATAATGATACGCACACACCATAACTCGAGcac
caccaccaccaccactgagatccggctgctaacaaagcccgaaaggaagctgagttggctgctgccaccgctgagcaataactagcataacccc
ttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactatatccggat… 
pET21‐Nhp10 
gatataggcgccagcaaccgcacctgtggcgccggtgatgccggccacgatgcgtccggcgtagaggatcgagatctcgatcccgcgaaattaa
tacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatatgTCAGTTG
AAGAAAAAAAGCGCAGACTTGAAGAATTGAAAGATCAGAATGTGGTGCTTGGACTTGCAATCCAAAGGTCAC
GACTTTCGGTGAAAAGACTCAAATTAGAATACGGTGTTTTACTGGAGAGGTTGGAATCCAGGATAGAACTTGA
TCCTGAGTTAAACTGTGAGGATCCATTGCCGACTCTGGCCTCCTTCAAACAGGAACTATTGACGAAGCCATTTC
GAAAATCTAAAACTAAAAGACACAAAGTAAAGGAAAGAGATCCGAATATGCCCAAGAGGCCCACAAATGCAT
ACTTATTGTACTGTGAAATGAATAAGGAAAGGATTAGGCAGAATGGCTCTCTGGACGTGACAAGAGATCTGG
CAGAAGGTTGGAAAAATCTTAACGAACAAGATAGGAAACCGTACTATAAGCTTTATAGTGAGGACAGAGAAA
GATACCAGATGGAAATGGAAATATATAATAAAAAGATATCTAATATAGATGCGGATGATGATAAAGAAGAGA
ATGAACAGAAGATAAAAAATAACGAGGAAGGATCATCTACAAAAGTAGCTGATTCTAAAGGAGGTGAAGATG
GAAGTTTAGTTTCCTCTAACTAAGgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaacaaagcccgaaag
gaagctgagttggctgctgccaccgctgagcaataactagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaaggagg
aactatatccggat… 
pCDF‐Ies3 
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ggggaattgtgagcggataacaattcccctgtagaaataattttgtttaactttaataaggagatataccATGGGCAAGTTCGAAGACCT
CTTGGCAACCAATAAACAGgtGCAGTTTGCTCATGCAGCTACTCAACATTACAAAAGTGTCAAAACTCCAGATTT
CTTGGAGAAAGACCCACATCACAAAAAATTTCATAACGCAGaTGGCTTGAATCAACAAGGTTCTTCGACCCCAT
CTACAGCTACCGATGCAAATGCCGCCTCAACTGCTTCCACTCACACAAACACCACGACATTCAAAAGACACATT
GTTGCCGTGGATGACATATCGAAAATGAACTATGAAATGATAAAGAATTCTCCAGGGAATGTAATAACGAACG
CTAACCGAGATGAGATAGATATAAGCACCCTCAAGACAAGGTTGTACAAGGACAATCTTTACGCTATGAATGA
CAACTTTTTACAAGCTGTCAATGACCAAATTGTAACATTAAATGCAGCGGAGCAGGACCAAGAAACTGAGGAC
CCTGACTTATCAGATGATGAAAAAATTGATATACTGACCAAAATCCAAGAGAACTTGCTTGAAGAGTACCAAA
AACTTTCACAGAAAGAAAGAAAGTGGTTTATATTGAAAGAACTACTGTTGGATGCAAATGTAGAACTCGATTT
GTTCAGTAATCGTGGCAGGAAGGCAAGCCATCCAATCGCATTCGGAGCAGTAGCCATACCAACGAACGTCAAT
GCGAATTCACTAGCATTTAACAGAACCAAGAGAAGAnAAATTAATAAGAACGGCCTTTTGGAAAACATTCTTTA
gcggccgcataatgcttaagtcgaacagaaagtaatcgtattgtacacggccgcataatcgaaattaatacgactcactataggggaattgtgag
cggataacaattccccatcttagtatattagttaagtataagaaggagatatacatatggcagatctcaattggatatcggccggccacgcgatcg
ctgacgtcggtaccctcgagtctggtaaagaaaccgctgctgcgaaatttgaacgccagcacatggactcgtctactagcgcagcttaattaacct
aggctgctgccaccgctgagcaataactagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaacctcaggcatttgaga
agcacacggtcacactgcttccggtagtcaataaaccggtaaaccagcaatagacataagcggctattt… 
pETDuet‐Ies3Ies5 
ggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatataccatggggCCTAGTAAAGATCCA
GAGAGCGTTATAGACAAAGAAATACGGAAGATATCAGCAAGAAATGATGAGCTTATCAAACAGGATGGGACT
CTAAAAAGGGAATACACTACATTATTGAGAAAAGTATCGAGCGTGATAACGGTACTGAACAGTATTGATGATG
CAGATACTGGTTCTGCTGAAACGGAACTCCCACGCTTAATATCTCAAGCAACAGTAGAGAAAGTACCCGAATT
GAAGTGGTACAATGATCAGATATCACTGATTACAGAAAAGTTGGAGGACGATGAAGATATTGAGGTTCCCGA
GGAGCTAATGGATGCTTATACTCTGTACAAGGAAACCCCATTATTATATAATGATACGCACACACCATAAGCGG
CCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGGCCGCATAATCGAAATTAATACGACTCAC
TATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCATCTTAGTATATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACAT
ATGAAGTTCGAAGACCTCTTGGCAACCAATAAACAGGTGCAGTTTGCTCATGCAGCTACTCAACATTACAAAAG
TGTCAAAACTCCAGATTTCTTGGAGAAAGACCCACATCACAAAAAATTTCATAACGCAGATGGCTTGAATCAAC
AAGGTTCTTCGACCCCATCTACAGCTACCGATGCAAATGCCGCCTCAACTGCTTCCACTCACACAAACACCACG
ACATTCAAAAGACACATTGTTGCCGTGGATGACATATCGAAAATGAACTATGAAATGATAAAGAATTCTCCAG
GGAATGTAATAACGAACGCTAACCAAGATGAGATAGATATAAGCACCCTCAAGACAAGGTTGTACAAGGACA
ATCTTTACGCTATGAATGACAACTTTTTACAAGCTGTCAATGACCAAATTGTAACATTAAATGCAGCGGAGCAG
GACCAAGAAACTGAGGACCCTGACTTATCAGATGATGAAAAAATTGATATACTGACCAAAATCCAAGAGAACT
TGCTTGAAGAGTACCAAAAACTTTCACAGAAAGAAAGAAAGTGGTTTATATTGAAAGAACTACTGTTGGATGC
AAATGTAGAACTCGATTTGTTCAGTAATCGTGGCAGGAAGGCAAGCCATCCAATCGCATTCGGAGCAGTAGCC
ATACCAACGAACGTCAATGCGAATTCACTAGCATTTAACAGAACCAAGAGAAGAAAAATTAATAAGAACGGCC
TTTTGGAAAACATTCTTTAGcatatggcagatctcaattggatatcggccggccacgcgatcgctgacgtcggtaccctcgagtctggtaa
agaaaccgctgctgcgaaatttgaacgccagcacatggactcgtctactagcgcagcttaattaacctaggctgctgccaccgctgagcaataac
tagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactatatccggattggcgaatgggacgcgccctgt… 
pET28‐Fun30_1‐978 
atggtgtccgggatctcgacgctctcccttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaag
gaatggtgcatgcaaggagatggcgcccaacagtcccccggccacggggcctgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaa
gtggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggcgatataggcgccagcaaccgcacctgtggcgccggtgatgccggccacgatgcgtccgg
cgtagaggatcgagatctcgatcccgcgaaattaatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtt
taactttaagaaggagatatacatATGGAGTTCTCATCGCCGGCCACTGGCCGCCGCTTTCTGGATGACGATGATGACC
ACCAAAGCGTCATCATGGAATCACCATACTTTACACAGCCCACTCAGATCATTGAAAAACCGACCGCAAAGCCA
CAGCCCTCTGTGACAATTTCTTCGCCAAGTTCTGTTGTCGAAGTTCCCGCTTCCTCACCCTTTCGTCCCTCTACCA
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CACCGCAACACAGAAATCGTTCAGCAAACTTGATGGCTTCAAATCCCACGTCTCAGCTTCACGCGCAAAAGCCC
TTTACAATCTCTAAAACTTCTCATAAACGAGAGTTTGTCATGATATCTGATGGTGAGCTGGATGCTCCCATCTAT
GCTGGAGATGACTCGTCCGATGATGATGAGCGGTTGGCGACTCGAGCCGATATTCGCCCTTCTTCGTTCGAAA
GGAAGCAGCCAGCTACAACTAATATTACTGCATACAGAGCTCAGGCCGAAGATAAACAGAGCCCAGCGCAGG
GCAAGCCCGGCACCTCAGCTTCCAATGGAACTTCCAAGCAATATGTGTTGCAGAATGACTGGGTTTCAGTCTCT
TCTGATTCTTCAGATGAGCTCGAGCACCTGTGCCCAGCAAAACCACCGCAGCAAACCATCCGGCGGCGTCTTGT
TCGAGGTTGTCGTCCTCGTGTCTCGAGTCCGGACGGTCCTCAAGTTAATCCTGGCAAATTATCTGCAGCTCGTG
TTAAGGTCATCGATCTCGTTAGTGATGACGACCACGATAACGACGACGAAGAGGACAACTACCAACCTGGCAA
AGACTCCCATCACCACTCAGGCTTTGAAGAGAATGAAGAACAGGAACTAAATGATCGCGTGCTGGCTTATCTC
AATTCTTGTGATGCGATTGGTCTCATGGCTATTGCCAACATTAAAGAGGCGAGTGCGAAGGCCATGGTGTCGC
GGCAGCCCTTTCATGACCTCTCCGAGGCACAGGCCGTCGCAATGGCCCAGAAAAAGCGGGGCAAGAAGTCAG
CCAAAGTTGTCATTGGTGAGGATATCGTCTACGCCGTCAAGTCCTATGCACGTGCGTTGGACTCTATCGATCGT
GTCATCGCAGTTTGCGAGGATAACGCCAAAAAGATCAAGTCTGTGACTTCGAAGTGGAATATCGATCAGACGG
GCCAATGCCGCGAGGAATTCAAGAACGCCGACGACAAGATTCTCACTCCGCACAGCGCTGAAGGCTCGACGA
GGTTGATGGATGTCCCGCTGCGTCAGCCAAAGCTCATGACGGGCTGTGTCATGAAGCCCTTTCAGATATACGG
ACTCAATTGGCTGTATCTTCTGTATAAGAATCAGCATGGCGCCATCCTTGCTGACGACATGGGTCTTGGCAAGA
CATGTCAGGTCATCTCTTTGATGTGCTCCATTGTTGAGCAGTGGGAGAGGACCGGCGGCGAGAGTGGTCCTCG
TCCCTGGCCGAATCTTATCATCGTTCCACCTTCAACGTTGGAAAACTGGGAGAACGAATTCAAGAAATTTGCCC
CGAAGCTGCGAGTCACCAAATACCAAGGCAGTCAGGCAGCCAGAGATGATATATTGGATGAAATCTTGGATG
ACCCCTCGAATCACCATGTCATCTTGACTTCTTACTCTCAGCTTACTCGGGAAAAGGAGCTGAAAGACCTTGCC
AAATGCCACCCGAAAGTCGCAGTCTTCGATGAAGGTCACAAGATGAAGAACCCAAACTCACAGTTCTACAAGC
GACTGCTCAAGTTCAAGAATTCGTGGCGTCTGGTCTTGTCTGGAACTCCAGTCCAGAACAACCTGATGGAAAT
GATTGCGCTGCTCAGGTTTGTGTCACCAAACCTTTTCACGGCCCACTTCGAGACTCTGGAGGAGCTGTTCTCTC
AAAAGTTCTCTCTCGCCGATGTGTCTAAGGGGGCGCTCCTTCGTAGCGAGCGAGTCGACCGCGCTCGAACGAT
CTTGGAGCCGTTCATTTTGCAACGGCGGAAAGAACAGGTCTTGAAGGATCTCCCGCCTAAACTCACCAGGATT
ATTAAATGTCAGATGGATCCTGTCCAAGCAGCTCTGTACAAGGAATACGAGCGTCGGTTTAAGAAGTCAGGCG
TTCAAAATTCTTTGCCTTCCGACAACAACATCTGGATGCAACTGCGCAAAGCCGCCATCCACCCACAGCTTTTCC
GCAGGTTCTACAAAGATAAGGATATTGAAAAGATGGCCAGCATTCTCTTCAAAAAAGTCCCTCAACGTGACCTC
AAACAGCCCAAACTGGAACATCTCGTCAACGAATTGAAGGCCCTGTCAGACTTCGAGCTGCATCTTTGGTGCA
GAGATTATTCATGTATCAAGAACTTCGATCTTCCGAAGGGCTCTTGGTTGGACTGTGCGAAGGTCAGGGAGCT
TTTGAAGCTCATCCGGGGGTACATGGCCAATGGAGATCGAGCACTGGTTTTTACACGTTTTGCCAAGGTCCTTG
AGATTCTTTCTGAATGTCTTGCAGACGAGAACATCCCTTACTTGGCTTTGCAAGGCAACACCAGCGTGGACGAG
CGACAGGATATGATTAACGAGTTCAATTCAAACGAAAACATTCCGGTGTTCCTCCTCACCACTGGCTCAGGAG
GCACAGGTGTTAACCTGGCGTCTGCAAACAAGGTTATTCTTTTCGATCTTTCTGATAATCCACAGGATGATATTC
AGGCTGAGAATAGGGCCCATCGCCTTGGCCAGACACGGCCAGTCGAAGTTATCAGGCTCATCAGCGAGGGTA
CCATCGAAGAACTTGTGCACAAGGCGTGCGAGAAGAAGCTCGAACTAGCCAACAAGGTCACAGGTTGGACCG
ACGTCTCGATGACTTCCGAGGAAATGGAGAAGATCGTTAAGCAATCGTTGCTTTCGGGTGAAGGTGTTGCTAC
TCCTCTCTCCAACGACCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCATCATCATCATCATCATCATCATTAAaagcttgcgg
ccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaacaaagcccgaaaggaagctgagttggctgctgccaccgctgagcaata
actagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactatatccggat… 
 
